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微生物促进传统鱼酱油发酵和品质改善的研究进展
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摘要：鱼酱油是一种在东亚和东南亚地区被广泛使用的海鲜调味品，一般是以新鲜海鱼
或虾为原料，并拌入大量的食盐(一般20%~30%)，在开放环境下经过长期缓慢发酵而制
成，具有味道鲜美、营养丰富等特点。传统的鱼酱油生产存在发酵周期过长、生物胺积
累、产品品质不一致等问题，利用特定的微生物发酵剂有望解决上述问题。文章在概述
传统鱼酱油生产工艺的基础上，着重介绍了传统鱼酱油中的产酶微生物种类，以及利用
微生物促进鱼酱油发酵和改善鱼酱油产品品质的研究和应用情况。
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鱼酱油(fish sauce)是东亚和东南亚地区一类

常见的天然海鲜调味品。各国鱼酱油传统酿造

方法大同小异，一般是以新鲜海鱼或虾为原

料，拌入大量食盐，在开放环境下经长期缓慢

发酵制成。中国生产鱼酱油历史悠久，其传统

生产工艺包括腌制和自溶(前期发酵)、日晒夜露

(中期发酵 )、过滤、晒炼、后期发酵、勾兑灭

菌、成品包装。传统鱼酱油具有鲜味自然、口

感圆润、可长期贮存等特点。传统鱼酱油存在

的问题主要有生产周期过长 (1~2年甚至更久 )、
盐浓度过高、易积累生物胺和亚硝基化合物等

不利健康的物质 [1]、不同产地或不同批次产品的

品质常存在较大差异 [2 ]、易形成腥味等不良气

味 [3]，此外一些鱼酱油还含有一定量的重金属，

如铅、镉、砷等 [4]，严重影响了鱼酱油的市场竞

争力和产业发展。

传统鱼酱油酿造过程中，原料蛋白和脂肪

在鱼自身内源酶和微生物的共同作用下，降解

产生氨基酸、脂肪酸等，再经由复杂的化学反

应和微生物代谢作用形成种类丰富的挥发性和

非挥发性化合物，构成鱼酱油独特的风味和口

感。江津津等 [5]的研究指出，嗜盐菌分泌的高温

蛋白酶不仅能够促进原料发酵，而且对鱼酱油

挥发性气味的形成有贡献，嗜盐乳酸菌有助于

挥发性脂肪酸的形成，并且能够加快鱼酱油的

非酶褐变进程。Beddows等 [6]研究发现，通过细

菌的代谢作用，鱼酱油中的氨基酸能够衍生形

成丙酸、正丁酸和正戊酸，它们参与构成鱼酱

油特有的干酪风味。可见，微生物在原料分解

和风味物质形成中发挥关键作用，本文概述了

目前鱼酱油生产中存在的主要问题，阐述了近

年来利用微生物促进传统鱼酱油发酵，改善鱼

酱油产品品质的研究和应用情况，并就充分利

用原料中的内源蛋白酶，改进鱼酱油的传统生

产工艺和提高产品风味等问题进行了探讨。

1    鱼酱油中主要的产酶微生物

鱼酱油发酵过程中，微生物利用其产生的

蛋白酶、肽酶、碱性磷酸酶等对原料底物进行

分解和生物转化，进而形成多肽、氨基酸、呈

味氨基酸等重要的营养和风味物质。从传统鱼

酱油中分离筛选这些特殊的产酶微生物，并研
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究它们的产酶机理、酶催化特性、酶与产物之

间的关系等，将有助于鱼酱油的酿造和品质改

善。近年来，由传统鱼酱油中分离的微生物大

多为蛋白酶产生菌，主要是一些嗜温和嗜盐 /耐
盐的细菌 [7-8]。Yossan等 [9]从泰国鱼酱油中分离的

巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)能产生一种碱

性蛋白酶，利用疏水相互作用和凝胶过滤层析

技术将其纯化148倍后，酶活性从0.09 U/mg增至

13.33 U/mg。氨基肽酶属外切蛋白酶，是乳酸菌

蛋白水解系统的一部分，能够将肽和寡肽转化

为氨基酸，这些氨基酸是进一步形成风味物质

的前体 [10-11]。Udomsil[12]从鱼酱油中分离到7株乳

酸菌，它们的细胞内氨基肽酶对丙氨酸、甲硫

氨酸、亮氨酸、精氨酸和谷氨酸底物均表现出

较高的活性。Sinsuwan等 [13-14]从鱼酱油中分离的

一株枝芽孢杆菌(Virgibacillus sp.) SK37是一种中

度嗜盐菌，其产生的枯草杆菌样胞外蛋白酶在

25% NaCl溶液中仍具有蛋白水解活性，且该菌株

还能产生6种碱性丝氨酸细胞结合蛋白酶，它们

的催化活性和稳定性均表现出对NaCl的依赖

性。Montriwong等 [15]从泰国鱼酱油中筛选到一株

盐反硝化枝芽孢杆菌(V. halodenitrificans)，其产

生的蛋白酶具有耐盐性，耐多种表面活性剂和

有机溶剂，以及广泛的耐酸碱性。Chaiyanan等[16]

从鱼酱油中分离到一株泰国喜盐芽孢杆菌 (Ha-
lobacillus thailandensis)，该菌株能够产生2种丝氨

酸蛋白酶和1种金属蛋白酶。Sinsuwan等 [17]从泰

国鱼酱油中分离的枝芽孢杆菌SK33所产的丝氨

酸蛋白酶，随着NaCl浓度升至25%，其活性却在

增加，在NaCl浓度为0或者25%时，该蛋白酶均

表现出很高的稳定性，该酶的另一个特征是在

其最佳催化反应温度55 °C下，仍具有很高的稳

定性，与之相反，多数微生物蛋白酶在此条件

下往往是不稳定的 [7]。Satomi等 [18]从日本鱼酱油

中分离到一株嗜盐四联球菌 (Tetragenococcus
halophilus)，其质粒上具有完整的编码丙酮酰依

赖性组氨酸脱羧酶的基因hdcA。Chuprom等 [19]从

虾酱油中分离到一株耐盐别样芽孢杆菌(Alloba-
cillus halotolerans)MSP69，该菌株产生胞外碱性

磷酸酶，能够增加产品中5′-GMP和5′-AMP的含

量。表1列出了部分从不同鱼酱油中分离的微生

物及其所产的酶。

表 1    从不同鱼酱油中分离的微生物及其所产的酶

Tab. 1    Microbes isolated from different fish sauces and their enzymes

微生物种类

microbial species
酶的种类

enzyme kinds
文献

references

枯草芽孢杆菌JM-3　Bacillus subtilis JM-3 酸性蛋白酶　acidic protease [7]

巨大芽孢杆菌　B. megaterium 碱性蛋白酶　alkaline protease [9]

枝芽孢杆菌SK37　Virgibacillus SK37 胞外细胞结合蛋白酶　extracellular cell - binding protease [14]

泰国喜盐芽孢杆菌　H. thailandensis nov. 胞外丝氨酸金属蛋白酶　extracellular serine metalloproteinases [16]

枝芽孢杆菌SK33　Virgibacillus sp. SK33 丝氨酸蛋白酶　serine protease [17]

嗜盐四联球菌　Tetragenococcus halophilus 组氨酸脱羧酶　histidine decarboxylase [18]

耐盐别样芽孢杆菌MSP69　A. halotolerans MSP69 胞外碱性磷酸酶　alkaline nuclease [19]

盐水四联球菌　Tetragenococcus muriaticus 组氨酸脱羧酶　histidine decarboxylase [20]

嗜盐四联球菌MS33和M11　T. halophilus MS33 and M11 胞内氨基肽酶　intracellular aminopeptidase [21]

木葡萄球菌　Staphylococcus xylosus 酪胺氧化酶　tyramine oxidase [22]

肉葡萄球菌FS19　S. carnosus FS19 氨基氧化酶　amino oxidase [23]

解淀粉芽孢杆菌FS05　B. amyloliquefaciens FS05 氨基氧化酶　amino oxidase [23]

桔青霉YL-1　Penicillium citrinum YL-1 碱性丝氨酸蛋白酶　alkaline serine protease [24]

喜盐芽孢杆菌SR5-3　Halobacillus sp. SR5-3 丝氨酸蛋白酶　serine protease [25]

线芽孢杆菌RF2-5　Filobacillus sp. RF2-5 丝氨酸蛋白酶　serine protease [26]

芽孢杆菌11-4　Bacillus sp. 11-4 蛋白酶I　protease I [27]

枯草芽孢杆菌CN2　B. subtilis CN2 碱性蛋白酶　alkaline protease [28]

巨大芽孢杆菌KLP-98　B. megaterium KLP-98 酸性蛋白酶　acidic protease [29]

地衣芽孢杆菌RKK-04　B. licheniformis RKK-04 丝氨酸蛋白酶　serine protease [30]
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2    利用微生物促进鱼酱油发酵的研究与

应用情况

传统鱼酱油生产工艺中存在一个突出问

题，即高浓度的食盐极大地抑制了原料自身和

微生物的蛋白酶活性，导致发酵时间被显著延

长。因此，如何在保证鱼酱油品质和风味的基

础上缩短发酵时间，始终是鱼酱油研究的热点

问题。近年来，中国和日本等国的学者在鱼酱

油速酿方面开展了大量研究。其中，低盐保温

工艺是在低盐甚至无盐条件下，通过保温激活

原料自身所含的各类蛋白酶，从而在短时间内

实现鱼肉的快速水解 [31]。日本学者宇多川隆 [32]研

究了食盐浓度和温度对鱼酱油速酿的影响，结

果发现，常温下当食盐浓度为20%时，原料自身

内源蛋白酶的水解活性下降了70%~80%，而在55 °C
时进行无添加食盐发酵，原料中内源蛋白酶则

可稳定地发挥作用，发酵15 h后，醪液中谷氨酸

浓度已达到传统工艺发酵1个月的水平，效率提

高50倍。外加酶或富含酶的内脏工艺是在低盐或

无盐条件下，将商品蛋白酶或富含蛋白酶的鱼

内脏添加到发酵原料中，并在保温条件下加速

蛋白质水解。邹敏等[33]对用胰蛋白酶和木瓜蛋白

酶水解金带细鲹(Selaroides leptolepis)的条件进行

了优化，结果发现，在最优条件下使用胰蛋白

酶处理5 h能使蛋白水解度达到30.51%，用木瓜

蛋白酶处理4 h能使水解度达到18.51%。Klomk-
lao等 [34] 将富含蛋白酶的金枪鱼(Thunnus sp.)脾脏

混入沙丁鱼(Sardina sp.)进行发酵，显著缩短了发

酵时间。上述2种工艺虽能在短时间内完成鱼肉

的水解，但是由于缺少微生物的发酵作用，产

品风味较差，易形成苦腥味，因此，鱼酱油的

速酿工艺需要结合微生物的发酵作用。

日本自20世纪80年代起，将外加曲法用于

鱼酱油的速酿，取得了较好的效果，目前该工

艺也已被我国某些企业采用。所谓外加曲法是

将经过培养的成曲与盐渍后的鱼混合，通过保

温和搅拌促进原料发酵。由于成曲中的米曲霉

(Aspergillus oryzae)等微生物产生丰富的蛋白酶、

脂肪酶、淀粉酶等，能够将原料中的蛋白质、

脂肪、碳水化合物等充分水解，再经微生物复

杂的代谢作用，形成鱼酱油特有的风味。越智

洋等[35]将酱油用米曲霉接种豆渣制曲，制好的成

曲接种于鲯鳅(Coryphaena hippurus)发酵生产鱼酱

油，结果显示，产品中含有丰富的甜味氨基酸

和苹果酸，且鲜味明显。Furutani等 [36]研究了含

有盐与曲的鱼酱醪中蛋白质的降解过程，在发

酵初期，蛋白质的降解是由曲霉菌而非鱼自身

的内源蛋白酶引起的，因此曲的加入能够更快

地启动鱼蛋白的分解，但是未阐释其中的机

理。Murakami等 [37]分别用大米(Oryza sativa)、小

麦(Triticum aestivum)、大麦(Hordeum vulgare)、大

豆(Glycine max)制曲，然后以干鱼的热水浸提物

为原料，发酵制取鱼酱油，结果表明，大豆曲

会影响鱼酱油的口感，而大米、小麦、大麦曲

则会影响鱼酱油的风味，说明可通过不同曲的

组合来控制鱼酱油的口感和风味，但是这方面

的研究尚不多见。陈之瑶等[38]采用酶解鱼与豆粕

大曲混合发酵(E-SFS)、酶解鱼与花生粕大曲混

合发酵 ( E - P F S )、整鱼与豆粕大曲混合发酵

(SFS)、整鱼与花生粕大曲混合发酵(PFS)4种速酿

工艺进行对比，探究不同工艺对鱼酱油成品的

非挥发性成分以及感官属性的影响，结果表

明，经过30 d的发酵，4个样品中总氮含量均达

到鱼酱油商业一级标准，其中E-SFS和E-PFS中鲜

味氨基酸的比例最高，E-SFS的游离氨基酸总量

最高，而SFS和PFS中苦味氨基酸比例最高。上

述研究结果提示，在外加曲速酿鱼酱油的过程

中，发酵原料亦会影响产品风味的形成。盐浓

度对外加曲速酿鱼酱油的品质形成亦有影响，

陶忠等 [39]研究发现，当盐分含量为10%时，经过

60 d发酵，大麦或大豆成曲发酵的鱼酱油其氨基

酸态氮 (AAN)含量可达到1.30 g/100 mL，但在

15%的盐分含量下，无论添加哪种成曲发酵制备

的鱼酱油其AAN含量都低于1.10 g/100 mL。
近年来，随着从鱼酱油中分离的耐盐/嗜盐

细菌越来越多，各国研究者试图将其中一些性

能优良的菌株作为发酵剂用于鱼酱油的速酿生

产。Saithong等 [40]从自然发酵的plaa-som(一种泰

国传统的发酵淡水鱼制品)中分离到2种乳酸菌，

即植物乳杆菌 (Lactobacillus plantarum) IFRPD
P15和罗伊氏乳杆菌(L. reuteri) IFRPD P17，这2株
乳酸菌能够很好地缩短plaa-som的发酵周期。

Akolkar等 [41]研究了盐杆菌 (Halobacterium sp.)
SP1(1)对促进鱼酱油发酵的作用，结果显示，由

于盐杆菌SP1(1)和鱼中自然存在的微生物菌群间

产生了累加效应，与未接种盐杆菌SP1(1)的对照

组相比，接种SP1(1)的样品在第10天和第20天
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时，其主要的发酵过程监测指标如蛋白酶活

性、肽的释放量、α-氨基含量均较高 ，因此，盐杆菌

SP1(1)可以作为加快鱼酱油发酵的理想发酵剂。

3    利用微生物改善鱼酱油口感和风味的

原理及应用

传统工艺生产鱼酱油，气味浓郁独特，但

是易产生鱼腥味和其他杂味，影响产品的市场

接受度，而速酿工艺生产鱼酱油，其风味、口

感、色泽等往往不及传统工艺。江津津等 [5]的研

究指出，探究传统鱼酱油中的特征风味物质及

其影响因素，阐明微生物在风味物质形成中的

作用，可能是提升传统鱼酱油风味品质并指导

快速发酵的突破点。鱼酱油风味物质形成的基

本原理在于，鱼肉蛋白和脂肪在鱼内源酶和微

生物的共同作用下，逐步分解、发酵并进一步

反应，进而形成富含多种呈味氨基酸和小肽，

以及各种挥发性和非挥发性风味物质的复杂混

合化合物体系。不同种类微生物具有不同的代

谢通路和特征，在鱼酱油的风味物质形成中发

挥不同作用。向军等[42]研究发现，甲基营养型芽

孢杆菌(B. methylotrophicus)产生的氨基肽酶可以

有效地切除苦味肽氨基端的疏水氨基酸，从而

脱除苦味。黄紫燕等[43]研究认为，酵母菌厌氧发

酵产生的乙醇是鱼酱油中主要风味物质形成的

前体，而鱼酱油发酵中的另一优势菌——乳酸

菌，通过同型或异型乳酸发酵，产生乳酸、乙

酸等有机酸，这些有机酸能够与乙醇等醇类通

过酯化反应生成重要的芳香型物质酯类。李梦

茹等 [44]对戊糖片球菌(Pediococcus pentosaceus)在
模拟鱼酱油中的代谢行为及转录组学进行了分

析，发现柠檬烯和松萜的降解是戊糖片球菌的

主要代谢通路之一，该通路与挥发性成分的产

生有关。

利用微生物代谢作用提高鱼酱油中某些特

征风味物质的含量，将有助于改善鱼酱油尤其

是速酿鱼酱油的风味。Udomsil等 [21]从自然发酵

鱼酱油中分离的嗜盐四联球菌MS33和MRC5-5-
2具有较高的胞内氨基肽酶活性，它们能够产生

2-甲基丙醇和苯甲醛，这2种化合物有助于形成

肉味和杏仁样味。Fukami等 [45]研究了木葡萄球菌

对鱼酱油风味形成的影响，发现添加木葡萄球

菌能够减轻样品中的鱼腥味、臭味和酸败味，

使产品风味得到明显改善。Udomsil等 [46]将一种

新的葡萄球菌(S. piscifermentans)CMC5-3-1接种发

酵鱼酱油，发现与未接种CMC5-3-1菌株的对照

组相比，实验组中产生了更高浓度的谷氨酸和2-
甲基丙醛，后者有助于黑巧克力气味的形成。

已知产香酵母对酱油风味的形成很重要，如埃

切假丝酵母(Candida etchellsii)能够合成酱油中一

种典型的重要风味化合物——2(5)-乙基-4-羟基-
5(2)-甲基-3(2H)-呋喃酮 [47]，因此在鱼酱油发酵过

程中添加产香酵母亦有可能改善鱼酱油的风

味。吉川修司[48]研究了添加酵母菌对鱼酱油发酵

和质量的影响，结果显示，与不添加酵母菌的

对照组相比，添加鲁氏酵母(Zygosaccharomyces
rouxii)和C. versatilis的发酵鱼酱油中，精氨酸和

赖氨酸较少，而甘氨酸、亮氨酸、鹅肌肽、鸟

氨酸较多，且琥珀酸只在添加了酵母菌的鱼酱

油中检出。王磊等 [ 4 9 ]以池沼公鱼 (Hypomesus
olidus)为原料，通过加入固体麸曲发酵和加入鲁

氏酵母及球拟酵母(Torulopsis globosa)进行后熟增

香生产的鱼酱油，氨基酸和有机酸等含量较

高，有明显的醇香和鲜香味。

4    微生物在降解鱼酱油生物胺中的作用

目前，鱼酱油生产中亟需解决的另一个问

题是生物胺的形成和积累。生物胺是存在于鱼

酱油、发酵香肠、咸肉、咸鱼、干酪等产品中

的碱性含氮化合物，过多摄入可导致人体中

毒，甚至能与亚硝酸盐反应生成致癌物质亚硝

胺[50]。因此，生物胺的定量是评价鱼酱油质量的

一个重要指标。在中国南方常见的13种鱼类和

49种鱼类产品中确定了8种生物胺(组胺、色胺、

腐胺、2-苯基-乙胺、尸胺、酪胺、亚精胺和精

胺)，这些产品中总生物胺的范围为5.03~156.17
mg/kg，平均值为44.17 mg/kg，并且发酵类和包

装类鱼产品中表现出更高的生物胺水平 [51]。Bril-
lantes等 [ 5 2 ]通过固相萃取和高效液相色谱，对

549个商品鱼酱油样品的组胺含量进行分析，结

果显示，组胺含量范围为100~1 000 mg/L，其中

大多数为200~600 mg/L。鱼酱油中关于组胺、腐

胺、尸胺、酪胺最大浓度的报道分别是0.1220%、

0.1257%、0.1429%、0.1178%[53]。Jiang等 [54]利用

丹磺酰氯(Dns-Cl)柱前衍生化和高效液相色谱荧

光检测分析中国商品鱼酱油中的生物胺，发现
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腐胺、尸胺、组胺和酪胺是鱼酱油中主要的生

物胺(>100 mg/kg)，而色胺、亚精胺和精胺则是

微量生物胺(<25 mg/kg)。
鱼酱油中的生物胺是由原料中的蛋白质降

解产生的氨基酸，在腐败微生物氨基酸脱羧酶

的作用下通过脱羧反应、转胺作用或醛和酮的

转胺作用形成的。假单胞菌属 (Pseudomonas
sp.)中的某些种可以产生腐胺、组胺和酪胺，肠

道细菌是腐胺、尸胺最主要的产生菌，有的还

可以产生酪胺和组胺 [55]，葡萄球菌属(Staphylo-
coccus sp.)中一些种类和弧菌(Vibrio sp.)也是发酵

肉制品中的主要产胺菌 [56]。孙国勇等 [57]研究了鱼

酱油前期发酵过程中组胺变化情况，发现组胺

含量随时间延长呈先升高后降低的变化规律，

分析认为，发酵初期粗盐在鱼体分布不均，导

致鱼体部分轻微腐败，游离组氨酸在细菌组氨

酸脱羧酶作用下，分解产生组胺，随着发酵进

行，盐分逐渐渗入鱼体并分布均匀，逐渐升高

的盐浓度和发酵体系中pH的变化抑制了产组胺

菌的生长，而产组胺分解酶的细菌逐渐繁殖，

从而使组胺含量降低，最后2种微生物达到了某

种平衡，组胺含量趋于稳定。

具有氨基氧化酶的微生物能够通过氧化脱

氨基作用降解生物胺并产生醛类、氨类和氢类

物质[58]，因此利用高产氨基氧化酶的微生物降低

鱼酱油中生物胺含量的研究受到了广泛关注。

姜维[59]从传统鱼酱油中筛选到一株汕头盐单胞菌

(Halomonas shantousis nov.)，该菌能同时高效降

解8种生物胺且自身不积累生物胺，将其作为功

能发酵剂用于鱼酱油的发酵，结果显示，汕头

盐单胞菌能降低64.5%的组胺、59.2%的酪胺、

71.0%的尸胺、63.4%的色胺、68.2%的苯乙胺、

22.0%的腐胺和55.3%总生物胺。Zaman等 [23]从鱼

酱油中筛选到2株具有氨基氧化酶活性的细菌——
肉葡萄球菌FS19和解淀粉芽孢杆菌FS05，研究

表明，FS19和FS05能分别使鱼酱油中的组胺浓

度降低27.7%和15.4%。杨利昆等 [60]从鱼酱油中筛

选到10株具有生物胺降解能力的微生物，其中奥

默柯达酵母(Kodamaea ohmeri)M8降解生物胺的

活性最强，30 °C发酵9 d后，组胺和酪胺降解率

分别为  69.6% 和79.2%。Kimura等 [61]研究了接种

嗜盐四联球菌(NBRC 12172)抑制鱼酱油中组胺积

累的情况，发酵初期，嗜盐四联球菌初始培养

物的总生物量必须达到产组胺菌总生物量的

1 000倍以上才能有效抑制组胺积累。表2列举了

部分具有生物胺降解活性的微生物种类及其氨

基氧化酶的类型。

5    微生物对提高鱼酱油生物学功能的作用

随着人们消费水平和健康意识的提高，生

产更具营养价值和保健功效的鱼酱油，将是未

来新产品开发的重要方向。海洋鱼类的蛋白质

结构、氨基酸组成甚至功能和陆地生物相比有

较大的差别，可以预见，海洋鱼类蛋白中很可

能蕴藏着许多功能特异、结构新颖的多肽类物

质。如果选择合适的蛋白酶或微生物对海洋鱼

类蛋白的多肽链进行水解切割，把具有生物活

性的肽片断释放出来，就可以制备出功能多样

的海洋生物活性肽。目前，已有研究者从鱼酱

油中分离到多种生物活性肽，它们具有抗氧

化、抗菌[62]，抗高血压[63]、抗痛风[64]等作用，Sa-
saki等 [65]从以鱿鱼为原料制备的鱼酱油中纯化得

到一种新的血管紧张素-I-转化酶抑制性三肽，即

Leu-Ala-Arg，这种三肽可降低自发性高血压大鼠

(Rattus norvegicus)的收缩压。不同的微生物所产

生的蛋白酶往往具有不同的酶学性质，对多肽

链的酶切特异性也不尽相同，因此，可以利用

特定的产蛋白酶微生物对鱼蛋白质进行发酵，

从而制备具有特殊生物学功能的保健型鱼酱

表 2    部分生物胺降解微生物及其氨基氧化酶类型

Tab. 2    Part of the microorganisms possessing biological
amine degradation activity and their amino oxidase types

氨基氧化酶类型

amino oxidase type
微生物种类

microbial species
文献

references
组胺氧化酶
histamine oxidase

清酒乳杆菌
L. sakei [18]

木葡萄球菌
S. xylosus [22]

解淀粉芽孢杆菌
B. amyloliquefaciens [23]

肉葡萄球菌
S. carnosus [23]

奥默柯达酵母
K. ohmeri [60]

酪胺氧化酶
tyramine oxidase

变异微球菌
Micrococcus variens [21]

木葡萄球菌
S. xylosus [22]

奥默柯达酵母
K. ohmeri [60]

腐胺氧化酶
coriolus oxidase

鲁宾斯微球菌
Micrococcus rubens [22]

苯乙胺氧化酶
phenylethylamine oxidase

大肠杆菌
Escherichia coli [31]
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油。陈洁等[66]利用枯草芽孢杆菌对海产小杂鱼进

行发酵，以DPPH自由基清除率来衡量发酵液的

抗氧化能力，结果显示发酵液中含有具抗氧化

作用的肽类混合物。于小航[67]利用米曲霉制备的

成曲进行鳀鱼鱼酱油的酿造，经过Sephadex G-
15凝胶色谱柱、DEAE-Sepharose FF阴离子交换

色谱柱以及RP-HPLC C18半制备柱，从鱼酱油中

分离纯化出2种抗氧化肽f2和f3，其中f3能显著减

轻谷氨酸盐引起的大鼠肾上腺嗜铬瘤细胞的损伤。

6    微生物在鱼酱油品质改善中的其他研

究与应用

在鱼酱油酿造过程中，微生物除了能够缩

短发酵时间、改善产品风味，防止或降低生物

胺的积累，提高产品的营养和保健功效外，在

低盐鱼酱油酿造，降低重金属离子含量，以及

减少产品中的过敏物质等方面均可发挥积极作

用。当前海洋环境日益受到生活和工业污水、

垃圾等的污染，许多有害物质如重金属等逐渐

在鱼体内，尤其是内脏中积累，从而使鱼酱油

中重金属浓度超标的风险增大。宋晓昀等[68]采用

原子吸收光谱法和火焰原子吸收法分别对大连

市售常见海产品中的铅和镉进行含量测定，结

果显示，海鱼中铅的平均含量为0.249 mg/kg，甲

壳类中镉的平均含量为0.223 mg/kg。曲映红等 [69]

以智利外海茎柔鱼(Dosidicus gigas)废弃物为原料

酿造鱼酱油，经检测产品中的砷、镉含量均已

超标。然而，关于从鱼酱油中去除重金属的研

究却少见报道。大量研究表明，一些微生物如

细菌、丝状真菌、酵母菌等对金属有很强的吸

附能力，因此，具有重金属吸附能力，且耐

盐、安全的微生物可有望用于去除鱼酱油中的

重金属。刘文磊[70]将鲁氏酵母接种到鱿鱼内脏酶

解液和鱼酱油中进行培养，当培养液中初始镉

浓度为10 mg/L时，发酵结束后鱿鱼内脏酶解液

和鱼酱油中镉的脱除率分别为21.5%和26.24%。

Asksonthong等 [71]研究发现，伸长盐单胞菌 (H.
elongata)和嗜盐四联球菌对鱼酱油中汞、铅、镉

的去除率分别为12.70%、84.78%和75.83%，以及

12.68%、91.27%和95.12%。

微生物在低盐鱼酱油酿造方面亦有应用。

例如酵母菌在厌氧条件下能够转化葡萄糖为乙

醇，而一定浓度的乙醇能够抑制腐败微生物生

长。前橋健二等[72]将分离自酱油醪中的鲁氏酵母

按照106个细胞/g的比例添加到发酵原料中，同时

加入10%的葡萄糖作为酵母发酵所需的碳源，并

拌入10%的食盐进行低盐发酵，在60 d的发酵过

程中，乙醇浓度达到5%，菌落总数被控制在102

CFU/g，且最终制得的鱼酱油比市售传统产品的

风味更佳。小清蛋白(parvalbumin)是细胞内一种

钙结合蛋白，在鱼类、两栖类和脊椎动物的肌

肉中广泛分布，研究表明，小清蛋白是一种主

要的鱼类过敏原，即便已在高温下烹煮和接触

胃肠道酶，小清蛋白仍能使易感人群过敏，甚

至引发严重的过敏反应[73]。而目前关于鱼酱油中

小清蛋白含量及其降解方法的研究却很少见。

日本学者伊藤康江等[74]以米曲霉制备的麦曲和鲁

氏酵母为发酵剂分别对鲐(Scomber japonicus)、鲱

(Clupea pallasi)和鲭(Pneumatophorus japonicus)进
行接种发酵，接种前3种鱼体内小清蛋白的含量

分别为848 μg/g、1 144 μg/g、92 μg/g(湿重)，常

温下发酵6个月后，将压榨获得的醪液于4 °C保

存1年，经检测，3种鱼酱油中的小清蛋白含量均

低于1 μg/g的检测限，此外，作者进一步研究发

现，巴西曲霉(Aspergillus brasiliensis)、嗜松青霉

(P. pinophilum)、产黄青霉(P. chrysogenum)、小孢

根霉(Rhizopus microsporus)均可以降解小清蛋白

的活性。

7    讨论

鱼内脏和肌肉组织中含有丰富的内源蛋白

酶，提高内源蛋白酶的利用率，对促进鱼酱油

速酿具有重要意义。在实际应用中，内脏极易

发生腐败而难以收集利用，此外鱼自身内源蛋

白酶是一个复杂的酶系，使得发酵过程中难以

准确控制各项工艺参数。针对上述问题，或可

从以下几方面促进内源蛋白酶在鱼酱油酿造中

的应用。一是开发适合规模化生产的内脏蛋白

酶提取工艺，使内源蛋白酶得以被纯化并易于

保存。目前主要通过缓冲液浸提、硫酸铵沉

淀、透析、离子交换、超声波辅助提取等方法

提取内源蛋白酶 [75-76]，虽能获得高活性产物，但

这些方法大都处于实验室水平，尚未应用于规

模化生产。二是确定不同种类鱼自溶过程中的

关键性内源蛋白酶，研究其酶学性质、催化反

应动力学、酶解产物形成规律等，从而指导内
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源蛋白酶的提取和利用。例如，研究发现鳀鱼

腌渍过程中的蛋白质水解主要由胰蛋白酶和糜

蛋白酶引起，其中胰蛋白酶的最适催化反应条

件为pH 9.0，温度55 °C，且Ca2+和Mg2+有助于保

持其稳定性 [77-78]。三是协调利用鱼自身内源蛋白

酶与外源蛋白酶，以提高酶解效率并改善鱼酱

油的品质。由于内源酶和外源酶的最适作用条

件不同，因此一些学者常采用分段式发酵工艺

实现内、外源蛋白酶的协调利用。例如，晁代

秀[79]采用三段式发酵工艺，第一阶段加入商品蛋

白酶Alcalase2.4L和Papain进行快速酶解，第二

阶段添加少量米曲霉自然发酵8个月，第三阶段

60 °C保温发酵1周；杨颖等 [80]采用了分段加盐的

鱼酱油速酿工艺，即在发酵初始阶段按80 g/kg
接入米曲霉成曲，并按100 g/kg加入食盐，低盐

加曲发酵3周后，再补加食盐至250 g/kg继续发

酵。上述工艺虽然取得了一定的效果，但是研

究者均侧重于对现象的描述，而缺少对内、外

源蛋白酶协同作用下产物形成机理的研究，使

得这类工艺缺乏必要的理论基础。

在鱼酱油的加工生产中还需注意借鉴酱油

生产中成熟、先进的生产工艺。酱油的生产工

艺通常分为固态发酵和高盐稀态发酵。其中固

态发酵又包括无盐、低盐和高盐固态发酵，无

盐固态发酵由于产品风味差已基本被淘汰。低

盐固态发酵工艺采用7%左右的盐水拌曲，酱醅

水分在55%左右，最后用浸出法滤取酱油，该工

艺生产酱油成本低，成品色泽较深、滋味鲜

美，占我国酱油总产量的70%以上，但是香气不

及高盐固态和高盐稀态发酵 [81]。高盐固态发酵

也称天然晒露法，原料制曲后与浓盐水 (19%~
21%)混合，置于大缸内，利用太阳热能促使酱

醅成熟，发酵期间定期翻酱，优点是工艺简

单、产品风味好，缺点是周期长、产量低、发

酵过程不易监控，不便于实现机械化和自动化

生产。传统鱼酱油生产与酱油的高盐固态发酵

类似，不同之处在于高盐固态发酵采用米曲

霉、酱油曲霉 (A. sojae)等制曲，并在发酵结束

后，通过浇淋压榨获得生酱油，而传统鱼酱油

酿造无制曲环节，完全利用原料及环境中的耐

盐微生物进行发酵，发酵结束后过滤获得产

物。酱油的高盐稀态发酵使用小麦、豆粕为主

要原料，成曲加入2~2.5倍量20 °Be的盐水，混合

成稀醪状态，长时间低温或恒温发酵，在发酵

过程中添加耐盐的产香酵母和 /或乳酸菌，在多

种微生物的长期作用下生酯生香，形成独特的

酱香味，是目前酿造高品质酱油的主要方法，

此法便于实现机械化生产，但是设备投资大、

成本高。目前，酱油的某些生产工艺已应用于

鱼酱油的酿造，如鱼酱油的外加曲工艺即是参

考了酱油生产中的制曲环节；有学者参考高盐

稀态法中添加产香微生物的工艺，在鱼酱油发

酵的后熟阶段接入产香酵母从而增加香味成分[49]。

周崇禅[82]将高盐稀态法引入鱼酱油发酵工艺并加

以改进，在鱼糜中加入60%的水，同时降低盐含

量(15%)，加入蛋白酶制剂和米曲加速发酵(发酵

周期20 d)，所得鱼酱油的氨基酸和挥发性风味化

合物的种类和含量较市售二级产品更加平衡，

该工艺改善了高盐稀态法在酱油生产中的局限性。

传统鱼酱油开放式的自然发酵使人们难以

准确控制产品的风味和品质，这是影响产品质

量稳定和提高的主要障碍。因此，提高鱼酱油

的风味和品质，实现产品质量的稳定控制，还

需进一步确定鱼酱油中关键特征性风味物质及

其来源。鱼酱油的呈味物质组成十分复杂，融

合了干酪味、肉香味、酸味、甜味、氨味、腌

渍味、腥臭味、焦香味等，目前，研究者对鱼

酱 油 的 特 征 性 风 味 物 质 尚 缺 乏 统 一 认 识 。

Fukami等 [83]认为泰国鱼酱油的关键特征性风味物

质是2-甲基丙醛、2-甲基丁醛、2-乙基吡啶、二

甲基三硫，而Lapsongphon等[84]则认为甲硫醇、2-
甲基丙醛、3-甲基丁醛、二甲基三硫化物，3-(甲
硫基)丙醛和丁酸对泰国鱼酱油的整体风味贡献

最大。肖宏艳等[85]的研究认为，潮汕鱼酱油的关

键特征性风味物质是乙酸、2-甲基丙酸、丙酮、

2-丁酮、吡唑和二甲基硫化物。在鱼酱油的滋味

成分方面，一种观点认为鱼酱油的特殊滋味是

大量多肽复合呈味的结果[86]，另一种观点则认为

最能体现鱼酱油特征风味的化合物是谷氨酸、

焦谷氨酸和丙氨酸 [87]。最近日本学者研究发现，

在各种传统鱼酱油中均检测到一种重要的厚味

肽，即γ-glutamyl-valyl-glycine (γ-Glu-Val-Gly)，并

认为γ-Glu-Val-Gly是形成鱼酱油厚味的关键物质[88]。

因此，提高鱼酱油的品质和风味，需要进一步

加强基础研究，确定鱼酱油关键特征性风味物

质的种类，探究形成这些物质的生化途径及影

响因素。

综上所述，在鱼酱油酿造过程中，微生物
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对于原料蛋白质的分解、风味物质的形成、生

物胺的产生和降解、生物活性物质的生成等均

发挥重要作用，若能持续深入开展基础性科学

研究，并将研究成果应用于生产工艺的改进，

则有望在保持鱼酱油传统风味的基础上，实现

鱼酱油加工生产的高效率和产品品质的不断提升。
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Abstract: Fish sauce is a widely used seafood condiment in East and Southeast Asia. Fresh fish or shrimp is gener-
ally used as raw material, and mixed with a lot of salt (usually 20%-30%), and then produced by long-term fer-
mentation in an open environment. Fish sauce is characterized by delicious taste, nutrient-rich and so on. There are
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On the basis of summarizing the traditional fish sauce production process, this paper focused on the enzyme-pro-
ducing microbial species in traditional fish sauce, as well as researches and applications of using microorganisms
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